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1. Introducéo

Quando o tegumento sofre perda de solucdo de continuidade, desencadeia-se uma série de processos biol 6gicos e histoquimicos, que
trazem como consequéncia uma acdo vasomotora, com a finalidade de mobilizar, de maneira rdpida, as diferentes células
encarregadas do combate ainfecgdo, da limpeza daferida e suareparacéo (FAZIO, ZITELLI e GOSLEN, 2000).

A incorporacdo da corrente de alta voltagem como instrumento terapéutico para cicatrizagdo de feridas, tem obtido resultados
satisfatorios em lesdes com diferentes etiologias (DAVINI, et. al., 2005), embora ainda apresente pouca comprovagéo experimental, 0
gue gera de um lado, incertezas quanto as suas reais agfes e de outro, atribuicdes ndo pertinentes a essa forma de estimulago.
Pesquisa clinica realizada por Silva (2009) constatou que a EEAV é um método eficiente para promover a cicatrizagdo e reduzir a
intensidade da dor de Ulceras cronicas de individuos de ambos os géneros, quando comparado com o tratamento convencional
(limpeza, curativo oclusivo e medicamentos).

Existem inimeros trabalhos naliteratura com aplicacdo da EEAV em Ulceras cutaneas cronicas, porém, em lesdes agudas em modelo
animal, que possibilitam estudos histol gicos, os trabalhos s&o escassos.

Com base nas informagdes apontadas configura-se a hipétese de que a EEAV possa abreviar o processo de regeneracdo tecidual
mediada por diferentes par@metros fisicos.

2. Objetivos

Estudar os efeitos da estimulagdo elétrica de alta voltagem (EEAV) com diferentes parametros fisicos (corrente catédica, anddica e
aternada) sobre as caracteristicas morfométricas da regeneracdo tegumentar em ratos.

3. Desenvolvimento

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos protocolo:
002/2010.



Trinta e cinco ratos (Wistar) com idade entre 3 a 4 meses distribuidos aeatoriamente em 5 grupos (n=7) e tratados por 7 dias:

Controle (C) - animais com lesdo e sem tratamento. SHAM (S)- com lesdo, tratadas com EEAV placebo. (E+) - com lesdo tratadas
com EEAV pdlo positivo, (E-) com lesdo tratadas com EEAV polo negativo e (E £) - com lesdo tratadas com EEAV pdlos alternados.
Todos os animais foram pesados, e anestesiados via intramuscular com Dopalen® (Cloridrato de Cetamina) 1,16 g/10 mL e

Rompun® (Cloridrato de Xilazina) 2 g/100 mL, na proporcéo 3:2, em dose de 0,09 mL/100 g e 0,06 mL/100 g de massa corporal,

respectivamente. Em seguida os animais foram tricotomizados na regido dorsal, onde foi removido 1 cm2 de pele utilizando um

gabarito vazado milimetrado.

O tratamento dos animais teve inicio 24 horas ap6s, com o equipamento Neurodyn High Volt-ANVISA Q0360310008 — IBRAMED,

na freqiiéncia de 100 Hz e tensdo minimade 100 V, no limiar motor, durante 30 minutos por 7 dias.

O eletrodo ativo de silicone-carbono, medindo 2,0 x 2,0 cm, foi posicionado sobre alesdo cirdrgicae outro, dispersivo, medindo 4,0 x

4,0 cm posicionado na regido abdominal, preservando-se sempre esta distancia entre eles. Os el etrodos dispersivos foram acoplados
com gel estéril, e os eletrodos ativos, com gaze embebida de soro fisiologico. O grupo SHAM também foi anestesiado e preparado

parareceber a eletro estimulagdo, porém o equipamento nao foi ativado.

Foram realizados registros fotogréficos logo ap6s o procedimento cirdrgico, no 3° dia de tratamento e no 7° dia de tratamento, com

uma maguina fotografica SONY-CYBERSHOT 8.1 posicionada perpendicularmente a ferida, acoplada a um tripé, sempre numa
disténcia de 40 cm do animal, incluindo umarégua naimagem. A area daslesdes foi calculada utilizando-se o Software Mateus Poli —

verséo 2.0.

Apés a eutanasia dos animais no 8° dia pos-operatério, as lesdes foram removidas e submetidas ao processamento histoldgico para
coloracdo por Hematoxilina-Eosina.

As medidas lineares (em ?m) dare-epitelizacéo foram obtidas a partir do bordo dalesdo até a extremidade do epitélio em regeneracdo

em ambos 0s bordos com uma ocular milimetrada da Zeiss.

Para as andlises histométricas, foram utilizadas 3 &reas em cinco cortes, totalizando 15 imagens por animal, onde foram obtidos os
nimeros de fibroblastos, fibrécitos e leucdcitos, bem como a densidade de érea de vasos sanguineos, utilizando-se o Software

Image-Pro Plus® 6.0 (Media Cybernetics).

Para a comparagdo entre grupos, aplicou-se a ANOVA F. As variaveis fibroblastos e fibrdcitos foram analisadas pelo teste de

Tamhane para a comparagdo de variancias desiguais. Ja leucdécitos, vasos sanguineos, epitelizacdo e area da lesdo foram analisados
pelo teste de Post Hoc Tukey, considerando-se p<0,05.

4. Resultado e Discussao

Pel os resultados apresentados observa-se que a redugdo média da érea da lesdo do grupo C (65%) e do grupo S (59%) foi semelhante.
Ja a porcentagem média dareducdo da érea de lesdo dos grupos E- (76%), E+ (75%) e Ex (75%) embora maiores que os dos grupos C
(65%) e S (59%), ndo foram significativamente diferentes, como pode ser observado na Figura 1.

Trabalhos utilizando diferentes modelos animal tem mostrado resultados controversos em relacdo a estimulacdo elétrica de ata
voltagem, bem como nos seus varios parametros.

Brown e Gogia (1987) com estimulagdo polo negativo em lesdo tegumentar de coelhas durante duas horas, duas vezes ao dia, por
guatro ou sete dias, com tensdo entre 30 a 60 V, ndo encontaram diferencas significativas, embora com resultados melhores
comparados com o grupo controle. Tais dados foram confirmados no presente trabal ho.

A aplicacdo de diferentes polaridades pode interferir na resposta tecidual, uma vez que as diversas células presentes na cicatrizagéo
podem migrar em funcdo da carga, fato apontado por Kloth e McCullock, (1996). Observaram uma atracdo de neutréfilos e
macr6fagos pelo pélo negativo ocorrendo entdo uma autélise para solubilizar a necrose; todavia, o eletrodo positivo facilita a
migracéo das células epidérmicas, que sd0 carregadas negativamente.

De acordo com a Tabela 1 ndo houve diferenca significativa no nimero das células nos diferentes grupos experimentais, com excegao
dos fibroblastos do grupo tratado por EEAV podlo E-. A andlise estatistica mostrou aumento significativo de 20,46% em relacdo ao
grupo controle (p<0,02).

O aumento do niimero de fibroblastos nas lesdes tratadas com E -, aponta para uma situagdo que propicia uma melhor cicatrizagéo,
confirmando outros trabalhos da literatura.

Neste sentido, uma amplarevisio realizada por Kloth (2005) apresenta os efeitos da corrente el étrica exdgena em culturade célulasin
vitro. Estudo como o de Bourguignon e Bourguignon, (1987) observou mudancas na sintese e metabolismo celular, como aumento na
taxa de sintese protéica e de DNA em fibroblastos estimulados com corrente pulsada de ata voltagem. Ja outros estudos relatam
efeitos migratérios das células atraidas pela polaridade oposta do eletrodo processo conhecido como quimiotaxia ou galvanotaxia
(Orida e Feldman, 1982; Sheridan, Isserof e Nuccitelli, 1996).

A contracdo daferida é outro fator essencial para o processo de reparo, que tem como causa a presenca de miofibrobl astos.

Como, neste trabalho, o nimero de fibroblastos nas lesdes tratadas por E- foi maior, pode-se inferir que, se o tratamento continuasse
por mais tempo, talvez outros resultados como o da epitelizagdo por exemplo, poderia ser diferente, considerando a possibilidade de
haver maior contragcdo da ferida. Como pode ser observado na Tabela 2, os resultados da epitelizacdo neste trabalho, ndo foram



diferentes nos varios grupos experimentais.

Mohr, Akers e Wessman (1987), relatam que a EEAV também aumentou significativamente o fluxo sanguineo de ratos estimulados
durante trés minutos.

Neste estudo, no entanto, os animais estimulados ndo apresentaram aumento na densidade de area dos vasos, 0 que pode ser
justificado pelo tempo para o retorno ao fluxo sanguineo normal, que, segundo Mohr, Akers e Wessman (1987), foi em médiade5 a
14 minutos (dependendo da frequéncia utilizada) apds o término da estimulagdo. Os animais utilizados neste experimento foram
sacrificados 24 h ap6s a Ultima sessdo 0 que impossibilitou a analise dos efeitos imediatos provocados no local.

A maioria dos trabal hos que apontam reac&o ao recurso, aplicou-0 em Ulceras cronicas que podem ter diferentes origens, porém sua
principa etiologia esta associada a uma disfuncdo vascular (Frade et a., 2005). No presente estudo foi utilizado como modelo
experimental uma ferida de segunda intencdo, aguda e abrangeu a fase inflamatdria e proliferativa, onde se observou grande nimero
de células e vasos sanguineos — tecido de granulacdo, e sem infecgao.

Os resultados aqui apresentados reforcam a necessidade de se estudar histologicamente este recurso em model 0s experimentais cujas
lesBes tenham um déficit circulatorio, como no diabetes, por exemplo, e em diferentes dias para se abordar todas as fases de um
processo de reparacéo.

5. Consider agBes Finais

Pode-se concluir que a EEAV utilizada com polaridades isoladas e alternada néo alterou a reparacéo de feridas agudas nas varidveis:
areadaferida, epitelizacdo e vascularizagao.

No entanto, com pélo negativo provocou aumento do ndmero de fibroblastos, célula importante na cicatrizagéo e demonstra que o
recurso pode ser interessante para acelerar a regeneracdo de feridas. Futuros trabalhos podem explorar melhor estas variavels,
utilizando outros model os experimentais, maior nimero de animais e em interval os de tempo diferentes.
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Anexos




Tabela 2 — Média + Desvio Padrao (em pn) da extensdo da epiderme sobre a
superficie da ferida dos gupos: C controle, S sham, E+: tratado com EEAV
pdlo +, E- tratado com EEAV pdlo -, E: tratadocom EEAV pdlos altemados.

Grupos Reepitelizagao

C 154125 + 102128
5 1504, 05 + 1436, 76
E+ 1347 77 + 506,81
E- 1437 70 + 823 98
E+ 3063, 76+ 1666, 92

Tabela 1 — Média + Desvio Padrdo do nimero de fibroblastos, fibrocitos e leucdcitos
dos grupos: C: controle, S: sham, E+: tratado com EE &V palo +, E-: tratado com EEAW
polo - Ex: tratado com EE AV pdlos attemados.

Fibroblasto Fibrocito Leucocito
Grupos
C 83,80 + 10,06 055 +0H 608+3
5 90,84 + 23 60 0,57+ 043 6,34 + 2 61
E+ 106,11 + 5,47 0,74 +0 N 7,79+ 066
E- 110,85 + 16,05 0,46 + 0,25 696 + 3,30
E+ 78,05+ 10,89 010x0,08 14,12+ 3 06

*Diferente do C (p=0,02).
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Figura 1 - Area da lesdo em cm? em trés perodos pos
operatdrio, no 3% da de tratamento e no 7 dia de
tratamento. Cicontrole), S5 (Shan), E-IEEAY pdlo-), E+ (EEAY
polo+) e ExX(EEAY pdlos alternados).



